












Studies of sulfotransferases specific to 
paralytic shellfish poisoning toxins 
































より深刻な問題となっている (Shumway1990， Shamway and Cembella 1993)。
毒化した魚介類の摂食による食中毒として、麻痔性貝毒 (ParalyticShellfish 
Poisoning : PSP)、下痢性貝毒 (Diarrhetic Shellfish Poisoning: DSP)、
神経性貝毒 (NeurotoxicShellfish Poisoning : NSP)、記憶喪失性貝毒
(Amnestic Shellfish Poisoning : ASP)およびシガテラ(Ciguatera)などが
報告されている(Hallegraeff1995)。その中でも Alexandrium属のいくつかの
種や Gymnodiniumcatenatumなどの渦鞭毛藻類は、 1リットル当たり 200-300
細胞という低濃度でホタテ貝やカキなどの二枚貝の毒化引き起こし、近年では
毎年のように PSPが発生している。(大島 1982)0PSPの発生は北米で 1770年
代に初めて記録され (Sommerand Meyer 1937)、現在北米のみならず、チリ南
部、南アフリカ (Taylor1984)さらにオーストラリアでその発生が報告され
ている (Oshimaet al. 1990)。わが国においては、 1975年以来北海道や東北
の三陸海岸などの北日本で 二枚貝の毒化現象が顕在化しており (Oshimaet 
al.1982， Hashimoto and Noguchi 1976)、1993年からは広島湾のカキにおいて
もその発生がみられるようになり、その発生も西日本にまで及んでいる







起されており (Hallegraeffet al. 1988， Hallegraeff 1993， 1995)、その PSP
の分布域の拡大の原因の解明は急務となっている。
PSPの原因となる毒素(以下PSP毒)は、 Al exandr i um属の種や G.ca tena tum 
などの渦鞭毛藻類以外にも、珊瑚礁に生息するカニ、巻き貝、石灰藻やラン藻
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Fig.l・1Structure of paralytic shellfish pOiSOIUngσSP) to泊IlS.





に含まれていることが明らかとなっている(Fig. 1-1) (Schantz et a1. 1957， 
1966， Shimizu 1979，1993， Oshima et a1. 1990)。またそれぞれ比毒性は異な
るものの、いずれもフグ毒テ トロドトキシン (Tetrodotoxin)と同様に生体膜
のナトリウムチャンネルを特異的に阻害する作用を有することから、薬理学な
らびに生理学的研究においても注目されている (Schantzet al. 1957， 













生説が提唱され(Kodamaand Ogata 1998， Kodama et a1. 1988， 1990， Franca et 
al. 1995)、PSP原因生物についての議論は一次混乱した。しかし、 1997年に
スペインで開催された第八回国際有害プランクトン会議において、 C4を示すピ










た (Oshimaand Yasumoto 1978， Ogata et a1. 1987， Boyer et al. 1987， Boczar 








ことが報告された (Taronchen-01denbu1ket a1. 1997)。
一方、毒組成に関しては一定であるという報告(Boyeret a1. 1986， 1987， 
Cembe11a et al. 1987)と、変化するという報告がある(Andersonet a1. 1990 














うるのではとの報告がなされた (Kimet al.1990b， Anderson et al. 1994， 
Oshima et al. 1993)。その一方で、 16SrRNA遺伝子の塩基配列やモノクロー
ナル抗体を用いた有毒種の分子生物学的あるいは生化学的手法を用いた分類法
も確立されつつあり (Adachiet al. 1993a， b， 1994)、これらの手法を総合
的に用いることで PSP毒組成比が前述の有毒種の人為的伝播を追跡するため
のマーカーになるのではと期待されている。

















特に、藻体には N21位に硫酸基が付加した Cl-4や GTX5および GTX6などの
N-スルフオカルパモイル毒群あるいは 011位に硫酸基を付加した GTX1-4など
の成分が多く含まれる(Kimet al.1993a， b， Sako et al. 1995， Oshima et al. 













R2 R3 Product 
H H 一一.GTX5 
H OS03- ~ epiGTX 8 (Cl) 
OS03- H 一一~Gτχ8 (C2) 
Fig. 1-2 Scheme ofthe action ofN-s叫fotransferase(N-ST) 
N-ST transfers sulfate groups from PAPS to N-21 of STX and GTX2+3組 dproduces 
GTX5組 dC1 +2， respectively. 
STX 
H 
OH PAPS / 
11 -d， s-hydroxy STX 







0-11 su1fation occurs after oxidation of Slχ.0・STtransfers sulfate group from P APS 
to 0-11 of 11-Hydroxy S1χand produces GTX2+3. 
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きることから(Oshimaet al.1984， 1989)、本研究ではこの PSP毒に硫酸基を
付加する反応を触媒する硫酸基転移酵素に注目した。その結果、スペイン産 G.
catenatUs1より STXと GTX2+3の N21位に特異的な硫酸基転移酵素(N-
sulfotransferase: N-ST) (Fig.1-2)と 11-α，β-hydroxySTXの 011位に特















行い、 G. catenatumの N-STとの比較を行った。さらに、代表的な PSP原因
渦鞭毛藻類における N-STの分布を調べた。また第 5章では G.ca tena tUs1よ
りO-STの精製を行うとともに、 PSP原因渦鞭毛藻類における O-STの分布を調





麻痩性員毒 (palalyticshellfish poisoning : PSP )は、有毒渦鞭毛藻をプ
ランクトンフィーダーである二枚貝が摂食し毒化する現象で、毒化した貝を人が
食するとふぐ中毒に似た高死亡率の食中毒を引き起こすことから、食品衛生上問
題となっている(Shumway1990， Shumway and Cembella 1993)0 PSPの原因藻とし
て知られる渦鞭毛藻 Alexandr i um属の種や Gymnodiniumcatenatumは、世界各
地の沿岸域で毎年のように繰り返し発生し、さらに PSPによる被害地域も年々広













ほぼ一定であることが明らかとなっている(Boyeret al. 1986，1987， Cembella et 














tamarensθ A. 2-1-1-1 
2. 
実験に用いた Alexandr i UD1属藻類培養株とその培養
本実験に用いたAlexandl由

















































































Table 2・2.Composition of SW Im medium 
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0.05 M酢酸水溶液を 200μl加えて、 -20ロCで凍結保存した。全てのサンプル
がそろい次第、氷冷下で計 3分間の超音波破砕を行った。次に 19，500g、 20分
間の遠心分離により得た上清を孔径 0.2μmの DISMIC-13cpフィルター
(Millipore社)で鴻過し、さらにウルトラフリー C3LGC( Millipore社)を用






Table 2-3. Operating conditions for HPLC analysis ofPSP toxins 
1. Column : Wak:osil 5C8 (φ4.6mmX250 mm) 
2. Mobile phases : flow rate at 0.8 ml/min 
(砂forGTX8 (C2)， epiGTX8 (C1)， C3 and C4 
1mM tetrabutylammonium phosphate adjusted to pH 5.7 with acetic acid (b) for GTXl-5 
2mM sodium l-heptanesulfonate in 10mM ammonium phosphate (pH 7.2) 
(c) for neoSTX，dcSTX and STX 
(b) : acetonitrile = 9 : 1 
3. Oxidizing reagent : flow rate at 0.4 ml/min 
7mM periodic acid in 50 mM sodium phosophate buffer (pH 9.0) 
4. Reaction : at650C in 10m Teflon tubing (φ0.5 mm) 
5. Acidifying reagent : flow rate at 0.4 ml/mm 
0.5孔1acetic acid 
6. Detection : excitation wavelength 330nm， emission wavelength 390nm 
10 
6A、RF535およびCR6A (島津製作所)または Waters600E、 741および 470
( Millipore社)を用いたo 蛍光検出器における検出は、 340 nmの励起光に対する 390nmの蛍光を測定することにより行った。酸化剤及び中和液の送液にはSPU3.2(島津製作所)または SSCFLOW SYSTEM 3100 S (Senshu Scientific 
Co・)を用いが o また、酸化剤の反応コイルとして内計 0.5皿、長さ 10mのテフロンチユJブを恒温槽中で 650Cに加湿して用いた。また、カラムはWakosil
5C18 (φ46x250mm) (和光純薬)を用いた (Table2-ω
2-1-3-2 移動相及び反応液
毒成分を極性の異なる 3つのグループにわけ、それぞれに対して 3種類、の移動
相を調製した (Tabel2-3)0 A液は C1-C4を、 B液は GTX1-5を、また C液は STX~ neoSTXおよび dcSTXをそれぞれ分析する際に用いた。カラム通過後の毒成分をアルカリ性下で酸化するために 7mM過ヨウ素酸溶液を pH9.01に調整
して用いた。また、反応後、 pHを低下させ蛍光物質の蛍光強度を増強させるた





















ofAlexandrium tamarense andA. catenella. 










Isolates --ー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー 由ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー ーー -Total 
Glχ1 GTX2 Glχ3 Glχ4 Glχ5 C1 c2 αC4 NEO Slχ 
A. tamarense 
OF151 1.0 0.6 13.8 0.7 35.4 0.6 tr 52.2 
(2.0 ) ( 1.1) (26.5) ( 1.4) (67.8) ( 1.1 ) 
OF152 4.2 0.1 0.9 25.2 0.9 tr 31.3 
(13.6)(0.3)(2.9)(805) (2.7 ) 
OF181 1.0 0.2 1.5 7.9 0.7 25.9 tr 0.3 37.4 
( 2.7) (0.4) (4.1) (21.0) ( 1.9) (69.1) (0.7 ) 
OF184 1.8 0.5 5.6 0.7 11.9 0.2 2.1 0.7 23.5 
(7.8 ) ( 2.1) (23.9) ( 3.2) (50.4) ( 0.7) (8.8) (3.1) 
OF191 0.6 tr 0.2 6.7 0.8 33.1 0.9 16.9 2.0 66.1 
(0.9 ) ( 0.3) (11.0) ( 1.4) (54.2) ( 1.5) (27.6) (3.2) 
OF192 0.6 0.1 0.2 5.8 0.7 29.5 0.4 10.3 tr 47.6 
( 1.3) (0.1) (0.5) (12.1) ( 1.5) (62.1) ( 0.8) (21.6) 




At631 0.1 0.1 2.6 0.3 8.0 0.1 0.5 0.2 11.9 
(0.8 ) ( 0.8) (21.8) (25)(672)(0.8)(42)(1.7) 
At63-3 0.4 0.1 tr 4.4 tr 1.7 19.2 0.2 0.4 0.4 26.8 
( 1.5) (0.4) ( 16.4 ) (63)(716)(0.7)(15)(15) 
At63-4 0.6 tr 0.8 0.1 0.1 8.4 23.9 0.1 tr 34 
( 1.8 ) (2.4)(0.3)(0.3)(247)(703)(03) 
At63-5 0.3 tr 0.2 0.7 0.6 12.5 tr tr 0.5 14.8 
(2.0 ) ( 1.4) (4.7) ( 4.1) (84.5) (3.4 ) 
At4 0.2 0.1 5.0 tr tr 8.9 tr 0.2 0.5 14.9 
( 1.3 ) (0.7) (33.6) ( 59.7) ( 1.3) (3.4) 
At9 0.2 tr 3.5 tr 0.4 11.6 0.2 0.9 0.5 17.3 
( 1.2 ) (20.2 ) (23)(671)(12)(52)(2.9) 




HI13 0.7 0.5 2.5 0.1 0.2 8.8 tr tr 0.9 13.7 
( 5.1 ) (3.6)(13.2)(0.7)(1.4)(64.2) (6.6 ) 
HI17 1.8 0.8 13.1 0.4 13.4 0.1 0.8 22.7 0.2 53.3 
(3.4 ) ( 1.5) (24.6) (0.8)(251)(0.2)(15)(42.6)(3.8) 
HI18 1.0 tr 2.2 5.8 0.5 27.9 1.0 3.0 0.1 41.5 
(2.4 ) (5.3) (14.0) ( 1.2) (67.2) (2.4) (7.2) (0.2) 
HI22 0.6 0.7 7.7 0.3 14.0 0.9 1.3 4.7 30.2 
(2.0 ) ( 2.3) (25.5) ( ~.~) (~~.~) (~.~) (4.3) (15.6) HI23 0.6. 0.6 2.3 0.6 0.4 25.4 0.7 6.8 37.4 
( 1.6 ) (16)(6.1)(1.6)(1.1)(67.9)(1.9) ( 18.2 ) 
Hロ5 2.9 tr 0.2 19.7 0.6 17.0 0.1 0.8 5.5 0.1 46.9 
(6.2 ) ( 0.4) (42.0) (13)(362)(0.2)(1.7)(117)(0.1) 
Hロ6 1.4 tr 3.1 12.7 0.6 15.6 0.1 0.1 13.5 0.5 47.6 
(2.9 ) ( 6.5) (26.7) (1.3)(37.8)(0.2)(0.2)(28.4)(11) 
HI27 2.6 0.1 7.8 0.5 16.9 0.1 0.4 6.3 0.3 35.0 
(7.4 ) ( 0.3) (22.3) (1.4)(483)(0.3)(11)(18)(0.9) 
Hロ8 3.6 0.1 7.0 23.8 1.4 30.8 5.9 0.2 72.8 
(4.9) (0.1) (9.6) (32.7) ( 1.9) (42.8) ( 8.1) (0.3) 
HIA-1 0.2 0.3 3.1 0.9 20.8 0.1 tr 9.3 34.7 
(0.6 ) (0.9) (8.9) ( 2.6) (60.6) (0.3) ( 26.8 ) 




At304A・A tr 0.3 0.4 16.7 17.3 
( 1.7 ) ( 2.3) (96.5) 
At503A 0.2 0.6 20.1 20.9 
( 1.0 ) ( 2.9) (96.1) 
A. catenella 
OF071 0.7 0.4 13.3 - 0.1 31.9 0.9 47.3 
( 1.4) (0.8) (28.1) ( 0.2) (67.5) (2.1) 
0.1 0.3 0.3 6.9 ー 10.4 2.8 20.7 
( 0.4 ) ( 1.4) (1.4) (33.2) ( 50.0) ( 13.5 ) 
0.1 tr tr 1.3 14.1 ・ 7.5 1.5 24.5 
( 0.4) ( 5.3) (57.6) ( 30.6) (6.1) 
OF102 ー 0.6 0.2 0.3 9.3 - 46.5 1.6 58.5 
( 0.9 ) ( 0.4) (0.6) (15.9) ( 79.4) (2.8) 
TN7 0.2 0.1 3.5 8.9 0.3 5.5 0.7 0.2 0.2 19.8 
( 1.2) ( 0.4) (17.8) ( 45.1) (1.7) (27.6) ( 3.3) (3.3) (3.3) 
TN9 0.3 0.1 0.9 3.1 0.5 8.6 0.6 17.6 
( 1.5) ( 0.3) (5.2) (17.8) (3.1) (48.9) ( 3.1 ) 
tr tr 1.7 6.1 0.4 23.7 - 1.3 tr 33.5 
( 5.2) (18.4) (1.1) (70.9) ( 3.9 ) 
tr 1.6 2.4 0.2 6.5 1.3 tr 0.3 12.6 
(13.2) (19.1) (1.7) (51.7) ( 10.3 ) ( 2.3) 
tr 1.7 3.1 0.2 9.3 1.1 0.6 15.9 
( 10.7) ( 19.5) (1.3) (58.5) ( 6.9) ( 3.8 ) 
tr 1.5 1.7 0.3 8.9 1.0 13.4 
( 11.2) ( 12.7) (2.2) (66.4) ( 7.5) 
TN22 tr - tr 2.4 6.4 0.5 7.3 0.8 tr 17.4 
( 13.8) ( 36.8) (2.9) (42.0) ( 0.8 ) 
Ac91-1 1.9 tr 2.3 tr 5.2 1.7 tr 11.1 
( 17.1 ) ( 20.7 ) ( 46.9 ) ( 15.3) 
Ac91-2 0.1 tr 1.6 0.2 7.2 0.2 2.4 
( 0.8 ) ( 13.8) ( 1.7) (61.5) (1.7) (20.5) 
0.1 1.0 5.6 0.5 15.3 1.1 
( 0.4) (4.3) (23.8) (2.1) (65.1) ( 4.7) 
0.1 1.2 5.1 0.4 10.8 0.5 5.5 23.5 
( 0.4) (5.1) (21.7) (1.7) (46.0) ( 2.1) (23.4) 
SE82 tr tr 0.5 0.8 0.1 7.1 - 0.6 1.5 10.6 
( 4.7) (7.5) (1.0) (67.0) ( 5.7) (14.2) 
Acko1 3.1 tr tr 13.5 tr tr 16.6 
(18.7) (81.3) 
Acko2 0.7 tr 1.7 1.2 0.2 5.7 0.3 2.1 11.9 
( 5.9 ) ( 14.3) ( 10.1) (1.7) (47.9) (2.5) (17.6) 
Acko3 1.3 - tr 4.5 tr tr 9.4 0.2 1.9 -ー 17.3
( 7.5 ) ( 26.0) ( 54.3) (1.2) (11.0) 
Acko5 0.1 tr - 0.7 0.4 18.2 ー・ 19.4
( 0.5 ) ( 3.6) (2.1) (93.8) 
Acy-6 tr tr tr 2.5 0.1 3.5 0.3 3.1 0.1 9.6 
( 26.0) ( 1.0) (36.4) (3.1) (32.3) (1.0) 
Acy-7 1.0 tr 3.8 0.6 7.1 0.2 3.0 1.1 
( 6.0) ( 22.6) ( 3.6) (42.3) (1.2) (17.9) (6.5) 
Acy-8 0.1 tr tr 1.8 ・ 0.7 4.8 0.1 1.5 0.2 
( 1.1) ( 19.6) ( 7.6) (52.2) (1.1) (16.3) (2.2) 
Acy-9 0.1 - tr 1.4 0.1 3.3 0.1 2.3 0.2 
(1.3) (18.7) (1.3) (44.0) (1.3) (30.7) (2.7) 
Acy-12 1.8 tr 8.5 0.2 5.2 0.2 4.5 1.0 
(8.4) (39.7) (0.9) (24.3) (0.9) (21.0) (4.7) 
-A11 resu1ts are shown in f mole/cell ( % composition 01 total toxin) 
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7株、広島湾産 1株、播磨灘産 7株、渥美湾産 2株)と A.catene11a 25株(大




実験で用いられた A.tamarense OF系株の全株、 HIA-1、-28、At4、およびAt304A
-503A也、また A.catenel1a OF系株、 TN系株、 Acy-2およびAcko3については
5伽 NAおよび隣接する内部スペーサー(山 1，2)の塩基配列を用いた系統解析
(Adachi et al. 1996)と、両種に特異的なモノクローナル抗体を用いた免疫学的












にかけて顕在化しており (Oshima et al. 1982， Hashimoto and Noguchi 1976)、





































した Cl-4や GTX5、および GTX6などの N-スルフォカルパモイル毒群、あるい
は 011位に硫酸基を付加した GTXl-4などの成分が多く含まれることが明らか
となった。これは、以前に Alexandr i um属の種や G.catenatumについて調べ
られた PSP毒組成についてもいえる(Kimet al.1993a， b， Sako et al. 1995， 
Oshima et al. 1990， 1993 a， b)。また、硫酸基付加反応は、晴乳類において、
ステロイドホルモンやフェノールなどの生理活性物質の解毒および代謝に関わ
っていることが明らかになっており(Matsuiand Homma 1994， Rikke and Roy 1996， 
Weinshilboum et al. 1997)、硫酸基付加反応が PSP毒の生合成あるいは代謝
において重要な反応過程であると推測される。
2-4摘要
A. tamarese 27株(大船渡湾産 7株、広島湾産 1株、搭磨灘産 7株、渥美


















札か認められなかったo そこで、 Alθxa附 M 属にくらべ、 一細胞当たり?




































位に硫酸基を付加したGTX1-4などの成分が多く含まれる(Oshima1990，1993 a， b， 

















酵素反応はエツペンドルフチューブを用いて、 1μMGTX2+3 (5μ1 )、印刷PAPS
(10μ1 )、 100世1MgC12 (4μ1)、200釧リン酸緩衝液 KH2P04-Na2P04(pH 6.0) (31 
μ1 )と酵素液 50μlを加えて全量を 100μlとし、 30
0
C、1時間の反応を
行った。反応は、 100μlの 0.5M酢酸を添加して停止した。反応後の試料zウルトラフリー山川11ipore社)を用いて分子量 瓜 000の限外鴻過を






















物 p-Nitrophenol、Naphtyl創llne、L-Tyrosine、L-Tyrosinemethyl ester， 






3-1-2の反応系で GTX2+3の終濃度のみを 14明、 73.5目、 36.75M、14.7円、
1 問問、 7.35M、3.675M、1.4別に変化させて活性を測定し、両逆数プロジ
トにより GTX2+3に対する Km値を求めた。 同様にして PAPSの終濃度のみを
それぞれ 3凶、 1.5凶、 0.75凶、 0.3凶、 0.225凶、 0.150凶、 0.075凶、 0.030凶
に変化させ、 GTX2+3を基質にしたときの PAPSに対する Km値を求めた。
また同様に STXの終濃度のみを 3側、 15M、 7.5問、 3.0M、1.5Mに変化さ
せて STXに対する Km値を求めた。また STXを基質として用い (0.03凶)、 PAPS












3-1-2の反応系において、 200mMリン酸緩衝液 KH2P04-Na2P04(pH 6.0)の代
わりに pH4-10の範囲で以下に示す緩衝液を用いて pHを調整し、活性を測



















に 25，00旬、 30分間の遠心分離によって得た沈殿を緩衝液 Aに溶解し、同緩
衝液に対して一晩透析を行い粗酵素液を調整した。
3-1-4-2 DEAE-celluloseカラムクロマトグラフィー
緩衝液 Aに懸濁した DEAE-CelluloseDE52 ( Whatman社)を XK26/40カ
ラム(Pharmacia社)に充填 (o 26x 150 m)し、 2倍量の緩衝液 Aで平
衡化した。このカラムに粗酵素液を流速 1ml/minで添加し、緩衝液 Aで洗





緩衝液 Bに懸濁した AF-BlueToyopearl 650氾(東ソ一社)を CI0/I0カラ
ム (o 10x 10mm )に均し、 2倍量の緩衝液 Bで平衡化した o このカラムに
試料を流速 0・1?IAIn-で添加した後、緩衝液 Bでカラムを洗浄したo 試
料









行った。活性画?を集めて Mo1川 3LC(Mi 1 i附 e社)で 2倍に濃縮した of;み:江。フフリー C3聞によって最終如こ 10倍に濃縮吋のカラ
3-1-4-5 Superdex 200HRカラムクロマトグラフィー
FPLC Syd--に Superdex200HRゲル鴻過カラムを装着し、 2倍量の緩衝液















各精製段階の活性画分 10μlに試料用緩衝液 [ 10凶 Tris-HC1，1%SDS， 1% 
22 
2-rnercaptoethanol， 20見glycerol( pH6.8)J 300μlを加え、ウルトラフ















3-2-1 Gymnodinium catenatum GC21VからのN-STの精製
本酵素の精製のまとめを Table3-1に示した。 N-STの精製には、硫安分画、












その結果、 N-STの活性は 0.1M NaClによって溶出した(Fig.3-2)。活性画
分
Table 3-1. Summary ofpurification ofthe N-ST from G. catenatum GC21V. 
Total Total Yield Specific Purification 
Preparation protein activity activity factor 
(mg) (μM Cl +2/h)(%) (μM Cl+2/h・mg)(fold) 
Crude extract 550 
20-80%引H4)2S04 483 
DEAE-cel1ulose DE52 128 160 100 1.2 
Blue Toyopearl 650 ML 5.1 230 144 45 
37 
FPLCMono Q 0.76 6.7 4.3 
8.8 7 
FPLC Superdex 200HR 0.035 2.3 1.5 67 
54 



































































equilibrated with bufer A.The column W出 elU




fig.3・2.DEAE-cellulose column chromatography ofN-ST from G. catenαtum GC21V. 
οlli4)2S04 presipitate was dissolved in buffer A and applied to a DEAE-cellulose 
column equilibrated with buffer A. The column was eluted by step-wise of buffer A 














































Fig. 3・3.AF-Blue Toyopearl 
cαtenatum GC21 V. 
The active fracton on DEAE-celIulose w出 appliedto a AF-Blue Toyopearl 650恥1L
column equilibra臼dwith buffer B. The column w出 elutedby step-w臼eof buffer B ∞nta血血gO.lM， 0.3M姐 d1.0 M KC1. 
40 60 
Fraction number 
650ML column chromatography of N-ST合0血 G.
0 
100 80 20 
。。
。
Fig.3-5. Superdex 200HR column chromatography ofN-ST from G. catenatum 
GC21V Th目的e企actonon Mono Q column was applied to a Superdex 200HR column 
equilibrated with buffer A. 
25 
20 10 


























Fig.3-6 Native-PAGE of N-ST fromG. catenαtum ( left ) and N-ST activity 01' the 
号icedgels (匂ht)・PurifiedN-ST was subjected t0125%PAGE and stained with 





3-2-2 G. ca tena tumのN-STの諸性質
Superdex 200HRと SDS-PAGEにおいてそれぞれ標準タンパク質より検量線
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F ig. 3 -7. Molecular weight determination of N -ST from G. catenaωm GC21V 
by Superdex 200 HR. 
Fig.3・8.SDS-P AGE of N-ST preparations. 
N圃STactive fractions in each purification step were subjected to 10 % 
SDS-PAGE. After electrophoresis， proteins were stained with Coomassie 
Brilliant Blue R-250. Approximately 1μg of protein was applied per lane. 
Lane1， Molecular weight standards; Lane2，(NHの2S04precipitate; Lane3， 
active fraction from DEAEくellulosechromatography; Lane4， active 
fraction from Blue Toyopearl affinity chromatography; Lane 5， active 
fraction from MonoQ chromatography; Lane6， active fraction from 






































Fig.3-9 Molecular weight determination ofthe N-ST from G. 
catenatum GC21 V by SDS-P AGE 

















e 0 u o 1 2 
Incubation ti皿e(h) 
Fig. 3-10. Time-course ofreaction products by the N-ST. 
TheN-STwぉ incubatedwi也PAPS as a sulfate donor and with STX (A)組 dGTX2+3 
(B). G1文 5(・)were produced企omSTX. C1 (・)and C2 ( A ) were produced from 










Table 3-2. Effects of PSP toxins and 
various compounds on N-ST activity from 
G. catenatum GC21V. 































a These compounds were added to standard reaction mixture 









わりに PNS (p-Nitrophenyl 
sulfate) 、 4MUS (4-
Methylumbelliferyl sulfate)あ









本酵素の基質親和性について調べたところ、 STXと GTX2+3に対する Km値





Sulfate donor specificity ofthe N-ST from G. catenatum 
Sulfate donor 
PAPS (3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate) 
APS (adenosine 3'-phosphate 5'ーsulfate)
PNS ( p-nitrophenyl sulfate ) 











Km = 16.1μM 
Vm年=2i6μWh
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Fig.3-13. Effect ofPAP on N-ST activity. Fig.3-14. Effect ofNaCl(・)祖dKCl (.) 
The acせvityw出血easuredwith 1.75μg of on N-ST activity 
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Fig.3-11. lnitial velocity kinetics ofthe N・STreaction. 
Enzyme assay conditions were described in Materials組 dMethods. A， l/v plo仕ed
against 1/[STX2+3]; B， lIv plo抗edagainst 1/[pAPS] using STXぉ asubs甘ates;C， 
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100 
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。
9 15 
a Divalent cations (2 mM， final concentration) were added 
as chloride salts. 






スペイン産 G.catenatum GC21V株より、 STXと GTX2+3の N21位に硫酸基を
転移し、それぞれ GTX5とCl+2を生じる活性を見いだしたので、精製を行い、
性質を検討した。本株を供試藻として選択したのは、 Alexandr i um属にくらべ
て毒量が高く、さらに含まれる成分も Cl+2とGTX5の N-スルフォカルパモイ
ル毒群が約 80%を占め硫酸基転移活性が高いことが期待されたからである。
20 25 30 35 40 
Temperature CC ) 
Fig. 3-12. Effec臼 ofpH (A) and tempera旬re(B) on G. catenatum N-ST activi旬.
Enzymeぉsayconditions are described in detail in Materials and Methods. The activity 
wωmeasured with 1.75μg of purified N-ST. A， N-ST activity wぉ assayedusing the 
follwing buffers: 125 mM acetate buffer was used in也er組 gepH 4-6 (・)， 125mM
phosphate buffer in也er組gepH 5・8(・)組d125 mM Tris-HCl in也er姐 gepH 8-9 






















いる(Saidhaand Schiff 1994)。一般的に、 STの精製には PAP-agaroseを用
いたアフィニティークロマトグラフイーが有効で最も汎用されているが







多くの STが、 30-36kDaのオリゴマーである (Matsuiand Homma 1994)の
に対し、本酵素は、 59kDaのモノマーであった (Fig3-9)。例外として、ゴ
ルジ膜タンパク質である ratliver heparansulfite-STおよび mouseheparan 
N-deacetylase-STは、それぞれ、 97kDaと110kDaのモノマーである(Hashimoto
et al. 1992， Orellana et al.1994)。
本酵素活性は、 STXと GTX2+3の N21位のみに特異的であり、それぞれに対
して構造的には R1位が OH基に変化しただけの neoSTXとGTX1+4に対する本
32 
酵素活性は全く検出されなかった。また、 R4側鎖にカルパモイル基をもたず
硫酸基を付加するサイトがない dcSTXおよび dcGTX2+3、 R1側鎖が OH化
されている neoSTXおよび GTX1+4のいずれの成分も N-STの活性を阻害しな
かったことから、 N-STは R1および R4側鎖の構造を認識していることが予想
された。これまでに見出された STの多くが、水酸基に対して特異的で、アミ
ノ基への硫酸化を触媒する酵素としては、Arylamine-ST (Roy1960， Ramsw剖nyand





活性の基質特異性は極めて高く、 PSP毒成分の STXと GTX2+3に対して特異的
な酵素であることが強く示唆された。
また、 STXと GTX2+3に対する Km値を比較した場合、 GTX2+3に対する Km
値の方が高く (Fig.3-11)、本酵素は STXに対する親和性がより高いと考えら














硫酸のみを硫酸基供与体として利用する新奇の STが報告された (Kimet al. 
1992， Lee et al. 1995)。しかしながら、今回精製した酵素は、これらを硫
酸基の供与体として利用できず、 一般的な STと同様に PAPSのみを利用した
(Table3-3)o PAPSに対する特異性は STに普遍的な性質とされ、最近になり明
らかになった、いくつかの ST遺伝子の塩基配列の比較から、 STが遺伝子ファ
ミリーを形成していると考えられている(Rikkeand Roy 1996， Lacomme and Roby 
33 






製は困難であった。前章では、 Alexandr i um属藻類にくらべ、一細胞当たりの
毒量が高く、 C1 位あるいは N21位に硫酸基を有する GTX5+6や Cl-4が多
いことが明らかにされているスペイン産 G.catenatum GC21V株を用いて STの
検索を行った。その結果、 STXと GTX2+3の N21位に硫酸基を転移し、それぞ
れ GTX5とC1+2を生じる N-STを見いだし、精製を行った。そこで、前章で明
らかとなった N-STの性質に基づき、大量培養により集めた Alexandr i um属か
らの N-STの精製を再度試みた。また、 N-STを検索していく上で、 GTX5ある
いは C1+2の成分組成比が高い株は N-STの活性が高いことが期待されるので、
















】 ? ? 】 。 ? ?
摘要
スペイン産 G.catenatum GC21V株を用いて STの精製を行った。本株は、
Al exandr i um属2種にくらべ 1細胞当たりの毒量が高く、主成分として分子内
に硫酸基が2個付加したC1+2を多く含むことから硫酸基転移酵素の検索には最
適な株であると判断した。検索の結果、3'-phosphoadenosine5'-phosphosulfate





ころ、約 60kDaのモノマーで、基質特異性は極めて高く STXと GTX2+3のみ
に活性を有した。硫酸基供与体として PAPSに対してのみ特異性を有し、Mg2+と
Co2+によって活性が促進された。また、反応の至適温度は 250C、至適 pHは 6
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Fig. 4-1. Toxin Composition of A/exandrium catenel/a Acko5 
2月:-l4 
るN-ST活性の向上が認められた。本章では、 A.catenella Acko5株より N-ST
(AcN-ST)の精製を試み、性質を明らかにし、 G.catenatumの N-ST(GcN-ST)と
の比較検討を行った。さらに、代表的な PSP毒原因渦鞭毛藻類のうち G.
catenatuniiC21V株と A.ca tenella Acko5株を除く G.ca tena tum、A.tamarense、






渡湾産 A.catenella OF 072株、広島県広島湾産 A.tamarense HI 38株、
愛知県渥美湾産 A.tamarense At 503 A株、愛知県渥美湾産 A.tamarense A t 304 
A株、スペイン産 A.lusitanicumAL 1 V株、デンマーク産 A.ostenfeldi i 0287 
株および京都府宮津湾産 G.catenat岨fZ13株の計 5種 8株である。これら
の渦鞭毛藻類を 3-1-1に示した標準培養条件下で培養した。ただし、 A.
catenella Acko 5株の2株のみ 20oc、他の種及び株は 15OCで培養を行っ
た。大量培養をする際には駒型フラスコに 2Lの SW11m培地を入れたものを
用いた。対数増殖期中期の培養藻体を孔径 20μmのナイロンネットあるいは
孔径 15μmのプランクトンネットを用いて集め、遠心管に移して 1200g X 
5minの遠心分離 (Beckman社 CPCentrifuge)を行い集藻した。集藻後、洗




エツペンドルフチューブに GTX2+3を 3μ1 (0.03凶1)、 10凶1PAPSを 3
μ1 (0.6凶)、 200mM酢酸緩衝液 (pH6.0)を 19μ1(76凶)、酵素液を
25μl加え、全量を 50μlとし、 150Cで 1h反応させた。 0.5Nの酢酸水溶
液を添加して反応を止めた後、ウルトラフリーC3LGCを用いて分子量 10，000の
限外漉過を行った。得られた漉液は HPLCに供し、反応産物である C1+2を定
量した。 HPLC蛍光分析は2-1-3に従った。なお、 AcN-ST活性はタンパク質 1mg
当たり 1時間に生成された C1+2量 (μ日/mg . h)である比活性で表した。
4-1-3 酵素液の調製
36 
3-1-4-1 ，こ従って細胞を破砕し、遠心分離により上清を得た後、 20-. 80おの




緩衝液 Aに懸濁した DEAE-cellulose(Whatman社)を C10/20カラム
(Pharmacia社)に充填(釧oX 200mm)し、 2倍量の緩衝液 Aで平衡化した。
このカラムに 4-1-3で調製した酵素液を流速 0.8ml/minで添加した後、緩衝




緩衝液 Bに懸濁した AF-BlueToyopearl 650氾 (東ソ一社)を XK16/40カ
ラム (Pharmacia社)に充填 (φ16X 20 mm)し、 2倍量の緩衝液 Bで平衡
化した。このカラムに 4-1-4で調製した酵素液を流速 0.4ml/minで添加し
た後、緩衝液 Bで洗浄した。その後、流速 0.8ml/minで 0.1、0.2、0.3及
び 2.0M KClを含む緩衝液 Bのステップワイズにより試料を溶出した。
4-1-6 Hi-Trap Chelatingアフイニティーカラムクロマトグラフィー
Hi-Trap Chelating (Pharmacia社)に予めリガンドとして 0.1MCuC12を
吸着させた後、 5倍量の緩衝液 Bで平衡化した。このカラムに 4-1-5で得ら
れた活性画分を流速 0.4ml/minで添加し、緩衝液 Bで洗浄した。その後緩衝




緩衝液 Dに懸濁した AF-Red Toyopearl 650氾(東ソ一社)を XK16/40カ
ラム (Pharmacia社)に充填 (o16X 10 mm)し、 2倍量の bufferDで平衡
化した。このカラムに 4-1-6で調製した酵素液を流速 0.4ml/minで添加し、





FPLC Systemに MonoQ HR 5/5 (Pharmacia社)を装着し、 2倍量の 20mM 
Phosphate buffer (pH 7.0)で平衡化した。 4-1-7で調製した酵素液を Molcut
(Millipore社)で濃縮した後、このカラムに流速 0.8ml/minで添加し、 20mM
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4-1-9 Superdex 200HRカラムクロマトグラフィー
FPLC Systemに Superdex200HR (Pharmacia社)を装着し、 2倍量の 200mM





4-1-10 A.catenella Acko5株からの N-STの諸性質の検討
第3章 3-1-3に従って行った。
Elution Volume (ml) 
Fig.4-2. Hi-Trap Chelating column chromatography of N-ST from A. catenellαAcko5. 
N-ST active fraction on Blue Toyopearl column was a}tplied to a Hi-Trap Chelating 
colu血n.Protein wぉ elutedwith buffer B:50 mM phosphate buffer (pH 7)， buffer C: 






心分離に供し上清を得た。その上清を、 0.1M NaCl を含む 50凶
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Elution Volume (ml) 
Fig.4-3. AF-RED Toyopear1650:ML column cbromatography of N-ST from 
A. catenellαAcko5. 
The active企actonon HトTrapchelating column wぉ appliedto a AF-RED 
Toyopearl 650恥1L∞lumnequilibrated with acetate bufer (pH 6.0).The column 
wぉ elutedby linear gradient of NaCl concentration from 0 to 1.0 M泊 acetate
4-2 結果
ええ 39 
Table 4-1. Summary ofPurification ofN-ST合omA.catenella Acko5. 
Preparation p(Tr皿otgaelI)n (μM aTdComtIa+l tv /h) Y(%Iel)d (凶4ASCpcIet+zcv2ziEIEc ・皿g)F田F(辺制actdao)ur on 
Crude extract 620.3 
(NH4)2S04 237.1 
DEAE-cellulose 84.5 36.0 100 0.4 
Blue Toyopearl 46.9 126.9 353 2.7 6.8 
Hi-Trap Chelating 3.9 21.8 61 5.5 13.8 
Red Toyopearl 0.6 8.9 25 14.8 37 
MonoQ 0.14 7.5 21 55.6 139 
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Fig.4-4. Molecularweight determination ofN-ST from A. catenel/a 
Acko5 by Superdex 200 HR 
100 
80 
4-2-1 A.catenella Acko5株からの N-STの精製
本酵素の精製は、硫安分画と DEAE-cellulose、BlueToyopearl、 Hi-Trap 
Chelating、RedToyopearl、 Mono Qおよび Superdex200HRの各カラム操









し、本酵素は o. 3-0 . 4 M N aC 1で溶出された。さらに画分をゲル濯、過カラム
Superdex 200HRに供し、最終的に本酵素は 57倍まで精製された(Table4-1)。
この時の活性画分を Native-PAGEに供したところ、 Rf値 0.31の位置にバン
ドが得られたが¥ゲルから活性を回収することは出来なかった。そこで硫安分
画後、アフイニティーカラム Hi-TrapChelatingに供した酵素液を同時に泳動
しておき、 5mm幅でゲルを切り出し、 AcN-ST活性を測定した。その結果、 Rf値
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Fig.4-5. Molecular weight determination of A. catenellαN-ST 
by SDS-P AGE. 
4-2-2 A.catenella Acko5株からの N-STの諸性質
活性画分をゲル滞、過カラム Superdex200HRに供した結果、本酵素は分子
量 66kDa付近に回収された (Fig.4-4)。また、ゲル漉過カラム後の同じ活性






































































Table 4-2. Effects ofPSP to氾nsand 
various compounds on N-ST activity from A. 
cαtenella Ack05. 















a These compounds were added to standard reaction mixture 




























Km = 14.9μM 
Vm奴 =2.6μM
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Fig. 4-6. Initial velocity kinetics of the reaction ofN-ST from A. catene/lαAcko5 
Enzymeぉsayconditions were described iIIMaterials and Methods.A，l/v plotted against 
lI[STX]; B， l/v plo社edagainst l/RAPS]usmg STX as a substratei C，1/v plotted against 
l/[GTX2+31iD，l/v plotted against l/[PAPS]using GIχ2+ 3 a substrate. 
Sulfate donor Activity 
Table4-3. Sulfate donor specificity ofthe N・STfrom A. catenella 
Ack05. 
5 6 789 
pH 
PAPS (3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate ) 
APS ( adenosine 3'-phosphate 5'圃 sulfate)
PNS ( p-nitrophenyl sulfate ) 
4MUS ( 4-methylumbelliferyl sulfate ) 
十
120~ 
o 15 20 25 30 35 40 
Temperature CC ) 
Fig.4・7.E百ec臼ofpH(A)組 d白mperature(B) on A. catenella N-ST activity. E回 yme
ぉsayconditions are described in detai1 in Materia1s組dMethods. The activity was 
measured with partial purified N-ST. 人N-STactivi巧rwぉ assayedusing the follwing 
buffers: 125 mM acetate buffer wぉ used血血er担 gepH 4-6 C.)， 125皿Mphosphate 
buffer in也erange pH 6・8(・)組d125 mM Tris-HCl in也er組gepH 7-9 (A). B， N-
ST activity was assayed at the indicated tempera阻reunder standardぉsay∞nditioI1S.
A? 4:1 

















tamarense H 1 38株、愛知県
渥美湾産 A.tamarense At 503 
A 株、愛知県渥美湾産
A. tamarense At 304 A株、ス





b The enzyme activi守wasmeasured with partial purified た後、 HiTrapDesaltingカラ
N-ST from A. catenella Acko5. ム (Pharmacia社)に供して
画分を粗酵素液とし、実験に用いた。この操作により細胞由来の PSP毒成分は
Table 4・5.Distribution ofN-ST among toxic dinoflagellates. 
Strains Origin N-ST 
act1vlty 
G. catenαtum GC21V Vigo， Spain + 
MZ13 Miya却，Japan + 
A. t，αmαrense HI38 Hiroshima， J apan + 
At503A Aichi， J apan + 
At304A Aichi， J apan 十
A. cα'1enellα Acko5 Kochi， Jap組 + 
OF072 Iwate， Japan + 
A. lusitanicum AL 1 V Vigo， Spain + 
A. ostenfeldii 0287 Limfjorden， Denmark + 
44 
ほぽ除去することができた。検索を行ったところ、十STは全ての株において
活性が認められた(Table4-5)oG. catenatum MZ13株では、防C12と CoClzを
反応液に添加した場合に高い活性が得られ、他の株で、は添加しない場合にのみ
活性が認められた。しかし、 G.catenatum MZ13株以外の活性は低く、データ
は示さないが G.catenatum MZ13株の N-STの比活性を 100として 10以下でし
かなかった。
4-3 考察
これまでに A.catenella Acko5株とは分離地の異なる株や A.tamarense株
でも叩の検索が行われたのにも関わらず、非常に活性が低いかあるいほ三
く見いだせない株も見られた(藤井 1996)。本酵素AcN-STにおいても、GcN-STと
同じ反応液条件では、 DEAE-celluloseカラム後の比活性が GcN-STの 6分





いる(Lo-Guidiceet al. 1995， Saidha and Schiff 1994)0 Alexandrium属の N-ST
に J~'ても粗酵素液中では、 N-ST活性を阻害するような物質や PAPSに対し
て競合するタンパク質によって活性が抑制されていることも考えられた。本実
























た(Table4-6)。本酵素は、 GcN-STと同様に、 STXと GTX2+3の、 N21位のみ
に特異的であり、 硫酸基供与体として PAPSのみを利用した。
Table 4-6. Comparison of G. catenatum N-ST and A. catenellαN-ST. 
G. cαtenα'tum A. cα'tenenα 
GC21V Acko5 
Substrate GTX2+3 GTX2+3 
STX STX 
Sulfate donor PAPS PAPS 
Optimum tempera旬re 250C 250C 
OptimumpH 6.0 5.0 
( phosphate buffer ) ( acetate buffer ) 
Cation requirement Mg2+， C02+ None 
Km 
PAPS 78.7μM 226μM 
(GTX2+3 as substrate) 
GTX2+3 29.8μM 2.9μ恥f
PAPS 8.3μ孔f 2.8mM 
(STX as substrate) 
STX 16.1μM 4.0μM 
M.W. determined by 60 kDa 5 kDa 
SDS-PAGE 
4 





基質にした時に比べて非常に高いのは、 STXあるいは GTX5を持たない A.
catenella Acko5の毒組成と関係があるかもしれない。また、 GcN-STは STXと




また至適 pHについて 3種類の緩衝液を用いて調べた結果、 pH5.0 (酢酸





GcN-STはMg2+や Co2+で活性が著しく促進される。京都府宮津産 G.catenatum 




れているのみであり(Kimet al. 1992， Lee et al. 1995， Roy 1960)、Mg2+や Co2+
で活性が著しく促進されることは、 GcN-STの特徴的な性質といえる。
また、代表的な PSP毒原因渦鞭毛藻類のうち G.catenatumGC21V株と A.
catenella Acko5株を除く G.catenatUJIJ、 A. tamarense、A.catenel1a、 A. 
lusitanicumおよび A.ostenfeldiiの計 5種 7株について N-STの分布を調




Al exandr i um属の各株のいずれにおいても酵素の比活性が低かったことについ
ては、各株における N-STの反応至適条件が異なっているためであると思われ













るいは Lyngbyaなどの PSP毒生産能を有するラン藻についても N-STの分布を
明らかにする必要がある。
4-4 摘要
高知県浦ノ内湾産A.ca tenella Acko5株の毒成分を調べたところ、約 95犯が
C1+2であることから、 N.-STの活性が高いものと考え、本株より N-ST(AcN-ST) 
の精製を試みた。硫安分画、 DEAE-cellulose、 Blue Toyopearl、 High-Trap 
Chelating、 Red Toyopearl、Superdex200HRの各種カラム操作によって、本酵
素は 57倍にまで精製された。精製したAcN-STの性質を検討したところ、 60kDa 
前後のモノマーであり、基質特異性は極めて高く STXと GTX2+3のみに活性を
有し、 PAPSのみを硫酸基供与体として利用した。反応の至適温度は 25oc、至
適 pHは5.0であり、反応に金属イオンを要求しなかった。 STXと GTX2+3に




基の供与体とし、 STXと GTX2+3の N21位のみに硫酸基を付加する酵素で
あった。
また、 A.tamarense HI28株、 At304株、 At503株、 A.catenella OF072株、
A. lusitanicum AL1V株、 A.ostenfeldii0287株および G.catenatum MZ13の








すなわち N21位と C11位のうち N21に特異的に硫酸基を付加する酵素である。
これまでに報告されている STは、硫酸基付加部位はアミノ基と水酸基に限ら
れ、その多くが水酸基への硫酸基転移酵素である(Matsuiand Homma 1994)。
アミノ基への硫酸基転移酵素は Arylamine-ST(Roy1960， Ramsw創nyand J akoby 






(佐藤・大村 1988)。そこで、 GTX2+3を加水分解することによって C11位が
水酸化された 11-α、β-hydroxySTX (11-hyd STX)を人工的に調整し、これ
を基質として G.catθnatumの粗酵素液中の STの活性の検索を行った。その
結果、 11-hyd STXを C1+2へと変換する活性が見い出された。しかしながら
N-STには 11-hydSTXを GTX2+3へと変換する活性は認められなかったこと
から、 11-hyd STXを GTX2+3へと変換する N-STとは異なる STが存在する
と考えられた。そこで 11-hydSTXを基質とする STについて各種カラムを用
いて分離を試みたところ、 l1-hydSTXの Cl1位に硫酸基を転移し GTXZ+3へ
と変換する O-sulfotransferase (O-ST)活性を見い出した。そこで本章では
G. catenatuAGC21V株の藻体を用い、 O-STの精製を試み、諸性質の検討を行っ
た。また、前章で用いた G.catenatum MZ13株と Alexandr i um属 4種 7株に
ついて O-STの分布を調べた。
5-1 材料及び方法
5-1-1 G. catθnatum GC21 Vの培養及び集藻
3-1-1に従った。
5寸-2 11-hydroxy STXを基質とする硫酸基転移酵素 (O-ST)の精製
5-1-2-1 粗酵素液の調製
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5-1-1で集藻し、 -800Cにて保存 しておいた藻体(約 3g)を湿重量と同量






緩衝液 Aに懸濁した DEAE-celluloseDE 52 (Whatman社)を C10 / 40カ
ラム (O10 x 100 mm) (Pharmacia社)に充填し、緩衝液 Aで平衡化した
このカラムに 5-1-2-1で調製した粗酵素液を流速 1.0ml / minで添加し、
緩衝液 Aで洗浄した。その後、 0.1、0.3及び 2.0M NaClを含む緩衝液 Aの
ステップワイズにより試料を溶出した。各画分の活性を測定し、活性の認めら
れた画分を緩衝液 Bに対して透析し、次のカラムの試料とした。
5-1-2-3 adenosine 3' ，5'-diphosphate (PAP)-agaroseアフィニティークロ
マトグラフイー
緩衝液 Bに懸濁した PAP-agarose (Sigma社)を氾(16/40 カラム (o 16
x 50 mm) (Pharmacia社)に充填し、BufferBにより平衡化した。その後、5-1-2-2





FPLC System (Pharmacia社)に MonoQHR 5 / 5カラムを装着し、緩衝液 A
で平衡化した。スーパーループを用いて試料を流速 1.0ml/minで添加した後、




(pH 6.0) (40μ1 )をそれぞれ終濃度 0.5副、 160酬となるように調製し、
l1-hydroxy STX を 5μl加え、 50μlとした反応溶液に酵素液を 50μl加
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Fig.5-1. PAP略 arose也 omatogrゆ yofO・STfromGωemmm GC21V 
O-ST active丘actionon DEAE-cellulose column wぉ appliedto a P AP-agarose 
column句山libratedwi也 bufferB. Protein wぉ elutedby stepwise of buffer B 
containing OM， 1.0 M 臼 d2.0 M KCl. 
月1
TabIe 5-1. Sum血出yof purification of 0・ST合omG.catenatum GC 21 V 
Total Protein Total Activity Yield Specific Activity Purificati 
、 Factor(mg) (μMGTχ2+3 /h) (%) (μMG1χ2+3/ h.mg) / (おld)
Crudeぽせact 23.7 
80 %似H()2S04 21.3 
DEAE-cellulose 1. 1 660 100 59.5 
P AP-a2:arose 1.03 183 28 177 
MonoQ 0.056 27.8 4.2 501 
一一_: not analyzed 
。情STactivity (ドMJh)
o 5 10 
Fig.5之 Native-PAGEof O-ST from G. catenatum (left) 
組 d5mm O-ST activity of the sliced gels (right). Purified 
O-ST was subjected to 12.5% PAGE and stained with 









性画分を MonoQに供した。その結果、 O-STは 1.5-1. 7 M NaClを含む Buffer
Aにより溶出される画分に溶出された。本酵素の精製のまとめを Table5-1に




が O-STを示していることが証明された (Fig.5-2)。これらの結果より、 O-ST
の精製は完了したと考えた。
5-2-2 G. catenatum GC 21 V株からの O-STの諸性質
精製された O-STを用いて性質を検討した。ゲル滞、過による分子量は約 67
kDaであった(Fig.5-3)。また、精製した本酵素を SDS-PAGEに供したところ分
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Fig. 5-3. Molecular weight determination of O-ST from G. caten仰 m































































































Table 5-2. Effects of PSP toxins 組 d
various compounds on O-ST activity from 










































Fig. 5-4. SDS-PAGE of purified O-ST. N-ST active fraction 
from MonoQ chromatography was subjected to 12.5 % SDS-
PAGE. After electrophoresisフproteinswere stained with 
Coomassie Brilliant Blue R-250. 
a These compounds were added to standard reaction mixture 
to a fmal concentration of 200μ恥fO-ST 
65kDa 
Sulfate donor specificity of the O-ST from G. catenatum Table5-3. 
GC21V. 
60 ? ? ? ? ?
?40 
Activity Sulfate donor 
十PAPS (3'・phosphoadenosine5'-phosphosulfate) 
APS ( adenosine 3'-phosphate 5'-sulfate ) 




Fig.5-5. Molecularweight determination ofG. catenatum O-ST 
by SDS-PAGE. 
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25 mMEDTA 100 
a Divalent cations (4mM， final concentration)were added 
国 chloridesalts. 
b The enzyme activity wぉ measuredwith partial puri.fied 
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Temperature CC) 
。o 0.050.1 0.5 1.0 5.0 
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Fig.5・7.Effect ofPAP on 0・STactivity 
The activity wωmeasured with partial 
purified 0・ST.
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Fig. 5-8. EffeαofNaCl(国)姐dKCl (.) 
on O-ST activity. The activity w出血easured
with partial purified 0・ST
Strains 
G. catenatum GC21 V 
MZ13 





A. lusitanicum ALIV 























告されている (Hondohet al 1993， Falany et al. 1989)。
-G.catθnatumからの O-STとN-STの性質のまとめを Table5-6に示すo 0-
STは、 65kDaのモノマーであり、 G.catenatumおよび A.catenellaから
精製した N-STとほぼ同ーの分子量を示した。これまでに報告されている STは
分子量約 30-35kDaのサブユニットから成るオリゴマーであり (Matsuiand 







G. ca tena tum GC21 V株を除く G.catenatum、 A. tamarense、A.catenella、
A. lusItanIcumおよび A.ostenfeldIIの5種 8株について O-STの分布を
Fig. 5・6.Effects of pH (A)組 dtemperature (B) on G. Cαtenatum 0・STactivity 
Enzymeぉsayconditions are described in detail in MA TERIALS AND rv伍τ1fODS
The activity wぉ measuredwith p訂tialpurified 0・S1.A，O・STactivity wおおsayed
usmg也efollwing buffers: acetate buffer (口)組dci甘atebuffer (・)were used 白血e
f臼 gepH 4-6， phosphate buffer in也erange pH 6・8(圃)，PIPES buffer 白血er姐 gepH
6-7(0)，1宜主ESbuffer血也erange pH 7-8 (マ)， Tris buffer in the range pH 8-9 (A) 
釦 dglycylglycine buffer in也erange pH 8-9(く)).B， O-ST activity was assayed at也e

















































Table 5-6. Comparison of 0・STand N -ST from G. catenatum GC 21 V 
0-ST N -ST 
1-θ，s-hydroxy STX S1χ Substrate(s) 
GTX2+3 
S1文→ G1χ5Product(s) GTX2+3 
GTX2+3→C1+C2 
Sulfate Donor PAPS PAPS 
Optmu血 pH 7.0 6.0 
Opti皿u血 tempera旬re 35 oC 25 oC 
Cation Re午lITement none Mg2+ ，C02+ 






















には活性が認められなかった o このことは、 Flavelia chloraefol iaから精製
された flavono14'-STが¥リン酸緩衝液を用いた場合に全く活性を示さない
という報告とよく似ており (Varinand lbrahim 1992)、今後は広域緩衝液等
を用いて、同一緩衝液における至適反応 pHを調べる必要があるだろう。
また、 O-STは金属イオンを要求しないことが示されたo G. catenatum GC21 V 
株の N-STは Co2+ とMg2+によって活性が促進されることから、 O-STは、金属
要求性において異なることが確認された。
また、代表的な PSP原因渦鞭毛藻類について O-STの分布を調べたところ、 Aι. 
cate印nθella2株を除く 4種 6株においては Oか-S幻Tの活性を確認できた。 Aι
. 




により A.ca tenella 2株においても O-STの活性も見いだせることができる
かもしれない。このように検討の余地は残されているが、 O-STも広く PSP原因
渦鞭毛藻類分布していることが示唆されたo ム







こで、…ょを加水分解して、 Cl1位が OH化された 1川 ，sβ-占hy刊凶d針r問幻
を基質として酵素活性を検索したところ、 G.catenatum GC21Vの粗酵素液中に








また、 A.tamarense HI28株、 At3州、 A開株、 A.cateL凶 aAcko5卒、 OF072
株、 A.lusitanIcum ALl V株、 A・ostenfeldi i0287株および G.catenatum MZ13 




第 6章 G. catθnatumの日周期における PSP毒量と
N-ST比活J性の変動
PSP毒には N21位と C11位の 2カ所に硫酸基付加部位が有り、それぞれに
対して特異的な N-STおよびかSTを G.catenatwnより見出し、精製した。
これらの STは、いづれも基質特異性が高く PSP毒成分に対してのみ活性を有
した。特に、 N-STについては G.catenatumとは属レベルで異なる A.catθnella 
からも見出されたことにより、これらの STが、 PSP毒原因微細藻類に広〈存
在する可能性がある。そこで、代表的な PSP毒原因渦鞭毛藻類、 G.catenatum、
A. tamarense、A.catenella、 A. lusitanicwnおよび A.ostenfeldiiの 5
種 9株について N-STと O-STの分布を調べたところ、 N-STは全ての株にお
いて、また、 0・STは A.ca tenellaの 2株を除く 7株において活性が確認さ
れた。
このように、これらの ST が~" PSP毒原因藻類に広く存在する可能性が示さ
れたことから、 N-STと O-STを海域における PSP毒原因微細藻類を検出し、
動態を追跡するためのマーカーとして用いることが期待される。しかし一方で、
PSP毒を生産しない G.catenatumにおいて N-ST活性が検出されたことから、
N-ST は、 PSP毒の生合成にはリンクしていない酵素であるとの報告(大島 1997)
もあり、 PSP毒の生合成とこれらの STの関係を明らかにする必要がある。
最近になり、 Taronchen-Oldenbulgら(1997)は同調化されたA.fundyenseを
用いて、 各細胞周期の PSP毒量を測定した。その結果、 l細胞当たりの毒量
は Gl期にのみ増加することが明らかとなり、 PSP毒生合成と細胞周期の関連
を主張している。そこで本章では、 G.catenatumを用いて、同調化を試みた






6-1-1 G. catenatum GC21V株の同調化の試み
培養株の同調化はTaronchen-Oldenbulgら(1997)の方法に従った。14L:10Dの
明暗周期下で培養していた G.catenatum GC21V株の培養藻体を 82時間の暗




6-1-2 G. catenatum GC21V株の各日周期のサンプルの採取
対数増殖期の細胞を 500cells/mlになるように 2Lの駒形フラスコ 8本に
接種し、 7本を N-ST活性測定用、 1本を毒量測定用および細胞周期解析用と









藻体湿重量の2倍量の 50mM Tris-HCl buffer (pH8.0)に懸濁し、氷冷下
で計5分間の超音波破砕を行った。 40，OOOg X 30minの超遠心分離 (Kontron社
Centrikon T-2080)によって得た上清に硫酸アンモニウムを 80%飽和になる







6-1-2の細胞周期解析用の藻体を 1，200g X 5minの遠心分離により集めた後、
0.1Mリン酸緩衝液 (pH7.0)に懸濁した。懸濁した細胞に 4mlの 99.5%エ
タノールを加え、 -20oC下で最低 24時間放置し、固定および自家蛍光色素
の脱色を行った。色素を完全に脱色した後、このサンプルを 2，700g X 5minの
遠心分離を行い、上清を除去し、 0.1 Mリン酸緩衝液(pH7.0)で洗浄した。
次にこのサンプルに RNaseを 1皿g/mlになるように添加し、 37ロCで 1時間反
応させた。その後、 0.1Mリン酸緩衝液(pH7.0)で洗浄し、 PropidiumIodide 





フローサイトメーターには EPICSElite Flow Cytometar (Coulter社)を
使用した。サンプルの励起レーザーとして、波長が PIの励起波長域にある
488nmのアルゴンレーザーを用いた。 PIの蛍光波長を 610---620nm( PMT4 )と
し、これに加えて前方散乱光 (FowardScatter : FS )と側方散乱光(Side 








6-2-1 G. catenatum GC21V株の同調化の試み
Taronchen-Oldenbulgら(1997)の方法に従い、 G.catθnatum GC21V株の同
調化を試みた。しかし、 82時間の暗期条件下に細胞を置くことにより、ほぼ全




よって 24時間細胞周期を解析したところ、約 9割の細胞は G1期にとどまっ
たままで、 Taronchen-Oldenbulgらの方法をそのまま本藻ヘ適用することは不
可能であった。








に大きな変化が見られることはよく知られている。増殖時に劇的に毒量が増加するという現象は、細胞分裂による娘細胞への毒の分配 (division1oss)、異化作用や培養液中への漏出 (true1oss)といった損失の総量と PSP毒生合成量との差を反映しており、 対数増殖期には後者の量が前者を上回るためであるとAndersonらは指摘している(Andersonet al・1990b)0さらに定常期の毒量の低下は COzとN03-の欠之が PSP毒生合成に何らかの影響を与えているとL述べている また毒組成については、ほぼ一定に保たれることがしられているo 最近、 T;ro山 n-Ol帥 ulgら(問問、 同調化した A.fUL岬Iいて、 G1期にのみ PSP毒が生合成され、 G2、 MS期には PSP毒が生合成されないことを示し、 PSP毒生合成と細胞周期の関連を主張している o そこで本研究でも、 Taronchen-Oldenbulgらの方法に従って同調化を試みた o しかしG. catenatumにおいては長期の暗期によるストレスから細胞の死滅や G1期の長期化が著しく、本藻への適用は困難を極め、残念ながら同調化した細胞は得られなかったo 以前に金ら(1993a )が A・tamarenseにおいて暗期後半に細品分裂が行われており、同時期に毒量が増加することを報告している o そこで本研究でピーと N-ST活性の日周変動について検討することとしたO また、毒量を 1ぷLたりで表わした場合、分裂前の細胞サイズの増fに伴って駐が増加する可能性があるので、タンパク質 1mg当たりでの毒豆を求め、その変動を調べたo これにより、 N-STの活性をタンパク質 1mg当たりの比活性で表わしているので、毒量と比活性の変動を同じ次元で比較することが可能であ
る;TLL期の解析を行ったところ、 G.cat側四は明確な細胞周期を示さないものの、毒量ド亦動が認められたo海洋の独立栄養の渦鞭毛藻は、概
日時計(伽









Fig.6・1.Changes in the PSP toxin content and N-ST activity as a function of a light-dark cycle in batch culture of G. catel1αtU171 GC21 V. Cells in early exponential phase were used and 1110nitored at 2h intervals [or 24 h. (A)， PSP roxin content per mg protein; (8)， N-ST activity to GTX 2+3 measured 1問時 dialysed(NH4)2S04 precipitate 
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期にはいると毒量が急激に増大して、暗期の中期にはピークとなり約 1.4pmole 達し、その後再び減少した。タンパク質当たりの毒量は、明期から暗期にかけて最大で 5倍に増えた。細胞周期を解析したところ、日周期を通じ 80-85%の細胞が G1期であり、細胞の分裂はわずかしか認められなかった。しかし、細胞分裂期を示す G2+M期の細胞は暗期の後期にわずかながら(約5%)増加した。一方、N-ST活性は、明期には低く 0.3-0.5μ日Ih.mgであったのが、暗期にはいると最大で1.3μMIh ・ mgにまで上昇し、毒量の変動と非常に一致した挙動を示した。
65 
考察
これまでの報告で G.ca tena tum (吉田 1995)、A.catenella (Boyer et al. 1987)、A.tamarense (Kim et al. 1993 a )、 A.excavatum (Oshima et al. 1978)、A. fundyense (Anderson et al. 1990b)、pyrodiniumbahamense (Usup et al. 1994)などの有毒渦鞭毛藻において、増殖段階によって 1細胞あたりの毒量
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取近になり高度に同調化した A.fun仰 seを用い、問 毒の生合成が泊胞月

















麻痩性貝毒 (palalyticshellfish poisoning : PSP)は、有毒渦鞭毛藻をプ
ランクトンフィーダーである二枚貝が摂食し毒化する現象で、毒化した貝を人
が食するとふぐ中毒に似た高死亡率の食中毒を引き起こすことから、食品衛生





















ともに、 毒の生合成との関係についても考察した。また、 STの PSP原因藻類に
おける分布についても調べた。得られた成果は以下のように総指できる。
1. 各海域から分離した Alexandriumtamareseおよび A.catenellaの毒成分
組成比の地域性
A. tamarese 27株(大船渡湾産 7株、広島湾産 1株、播磨灘産 7株、渥美











2. Gymnodinium catenatumからの PSP毒の N21位に硫酸基を付加する酵素
(N-sulfotransferase : N-ST)の精製とその性質
本研究に用いたスペイン産 G.catenatum GC21V株は、 A.tamaresθおよびA.
catenellaにくらべ 1細胞当たりの毒量が高く、主成分として分子内に硫酸基
が2個付加した Cl+2を多く含むことから硫酸基転移酵素の検索には最適な株で
あると判断した。検索の結果、 3'-phosphoadenosine5'-phosphosulfate (PAPS) 
を硫酸基の供与体とし、 STXと GTX2+3の N21位に硫酸基を付加してそれぞ
れGTX5とCl+2へと変換する酵素 (N-ST)を見いだしたo そこで、約2001の





た、反応の至適温度は 250C、至適 pHは 6.0であり、 STXとGTX2+3に対する
Km値は、それぞれ 16.1μ問、 29.8μHであった。
3. Alexandrium catenellaからの N-STの精製とその性質ならびに PSP原因
渦鞭毛藻類における N-STの分布
本における主たる PSP原因藻が A.catenellaおよび A.tamarensθであ
ることに留意して、 PSP毒に対して特異的な STの検索を行ってきたが、非常に
微弱な活性しか検出されず、その精製は困難であった。そこで、前章で、精製し
明らかとなった N-STの性質に基づき、大量培養により集めた Alexandr i um属
A. tamareseおよび A.catenellaの種からの N-STの精製を再検討した o N-ST 
を除していく上で、町あるいは山の成分組成比が高い株は N-STの活性
が高いことが期待される o 高知県浦ノ内湾産 A.catenella Acko5株の毒成分
を調べたところ、約 95%が Cl+2であることから、 N-STの活性が高いものと考
え、本株より N-STを精製を試みたo硫安分画、 DEAE-cellulose、B1 ueToyopear 1、
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High-Trap Chelating、RedToyopearl、 Superdex200HRの各種カラム操作によ
って精製を行った。精製した N-STの性質を検討したところ、 A.catenellaAcko5 
株の N-STも基質特異性は極めて高くSTXと GTX2+3のみに活性を有し、 PAPS
のみを硫酸基供与体として利用した。反応の至適温度は 25oC、至適 pHは5.0
であり、反応に金属イオンは要求しなかった。 STXと GTX2+3に対する Km値
は、それぞれ 4.0 μMと 2.9 μMであった。 G.catenatum GC21V株より精
製した N-STの性質と比較するといくつかの点で差異が認められるものの、とも
に PAPSを硫酸基の供与体とし、 STXと GTX2+3の N21位のみに硫酸基を付
加する酵素であった。また、代表的な PSP原因渦鞭毛藻A.tamarensθHI28株、
At304株、 At503株、 A.catenella OF072株、 A.lusitanicum ALIV株、 A.
ostenfel di i0287株および G.catenatum MZ13の計 5種7株ついて N-STの活性
を測定した。その結果、 N-STは全ての株において活性が検出され、 N-STがPSP
原因渦鞭毛藻類に遍在する酵素であることが示唆された。





そこで、 GTX2+3を加水分解して、 Cll位が OH化された 1-α，β-hydroxySTX 
を基質として酵素活性を検索したところ、 G.catenatum GC21Vの粗酵素液中
にGTX2+3へと変換する活性 (O-ST)を見いだした。そこで、 G.catenatum GC21V 




応に金属イオンを要求しなかった。以上から、 PSP毒の N-21位と Cl1位への硫
酸化はそれぞれ異なる酵素によって行われることが明らかとなった。
また、 A.tamarense HI28株、 At304株、 At503株、 A.catenella Acko5株、
OF072株、 A.lusitani CUJJl AL1 V株、 A.ostenfeldii0287株および G.catenatum 
MZ13の計5種8株ついて O-STの活性を測定した結果、 O-STは A.catenellaの
2株を除く 7株において活性が確認され、 O-STが PSP原因穣類に広く存在する
酵素であると考えられた。
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